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RESUMO

O biodiesel esta em crescente producdo tendo um potencial na substituicdo do
diesel como combustivel, a producédo do biodiesel gera como residuo a glicerina,
que é altamente poluidora que necessita de tratamento para n&o agredir o meio
ambiente, a fermentacdo anaerdbica pode ser utilizada para usar essa glicerina
como fonte de carbono no crescimento microbioldégico, no desenvolvimento de
culturas capazes de metabolizar a glicerina, utiliza-se o glicerol para pesquisar
microrganismos capazes de metabolizar e gerar novos produtos como os acido
graxos volateis. O glicerol tem seu destaque na formacao de acidos graxos volateis
como seus produtos a partir da fermentagado anaerébica, mostrando um potencial na
conversao glicerol acido graxo em produtos com valores industriais interessantes.
Esses novos produtos gerados podem servir como solugdo e nova renda,
principalmente para aquelas industrias onde seu residuo necessita de um tratamento
especial, para ser disposto novamente no meio ambiente respeitado as legislagcbes

ambientais.
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INTRODUCAO

Vivemos em uma época onde pesquisas sobre biotransformacédo de residuos
gerados de matéria-prima processadas de origem industriais vem servindo de
alternativas de tratamento e, principalmente, de utilizacdo para geragdo de mais
subprodutos, impactando na menor geragdo de residuos dispostos no meio

ambiente.

Cerca de 80% da demanda de energia global é atendida por combustiveis
fosseis (petroleo, gas natural e carvao), onde suas reservas vém encolhendo com o

passar dos anos (Leite et al, 2008 e Wu et al, 2013).

Essas energias embora necessarias no momento atual da economia global, tem
perdido forgas para energias renovaveis, que ha algum tempo, vem sendo alvo de
pesquisa e investimento com o objetivo de adotar uma politica, que permita a
diminuicdo e substituicdo do uso de combustiveis de fontes esgotaveis, por
combustiveis renovaveis como o Biodiesel. O Brasil tem grande potencial para
producédo dessas energias limpas participando na distribuicdo e na diversificagao de

fontes que geram energia no pais.

De acordo com Ministério de Minas e Energia, a matriz energética brasileira é
uma das mais limpas do mundo, sendo constatado que 43,9% da energia fornecida

no Brasil é de origem renovavel (MME, 2016).

A presidente Dilma Rousseff sancionou no dia 23/03/2016, em cerimbnia no
Palacio do Planalto, a Lei do senado n° 613/2015, que eleva a mistura de biodiesel
ao diesel comercializado para 8% (B8), a partir 23 de margo de 2017. Atualmente,

sao adicionados 7% da mistura biodiesel/diesel comercializado.

Propostas apds a sancéo da lei € de elevagao na porcentagem da mistura até

valores de 15% na mistura. Além de sua aplicagdo no setor de transportes, o
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biodiesel pode também ser utilizado para a geragdo e abastecimento de energia

elétrica em diversas comunidades isoladas em nosso pais (APROBIO, 2016).

A produgado acumulada de biodiesel no Brasil em 2015, bateu recorde historico e
atingiu 3.937 milhdes de litros, 15,1% a mais em relacdo ao total produzido no

mesmo periodo do ano anterior, que foi de 3.420 milhdes de litros (APROBIO, 2016).

Por volta de 10% de todo volume de biodiesel produzido resulta na produgéo de
um subproduto com alto carater poluidor: a glicerina. Um grande receio € que o
excesso de glicerina produzida, possa ser descartada de maneira irresponsavel no
meio ambiente (Costa, 2008) ou necessite de estagbes de tratamento muito
custosas que acabem por prejudicar a viabilidade econdmica de empreendimentos

de producdo de biodiesel.

Com os mercados tradicionais do consumo de glicerol (industria de cosméticos,
de resinas, farmacéutica, téxtil, alimenticia) estdo com suas capacidades de
aproveitamento limitado. Com vista nesta realidade preocupante, surge uma

proposta de aplicagéo deste residuo na produgado acidos graxos volateis (AGV’s).

O (glicerol tornou-se uma fonte de carbono de custo baixo e abundante devido a
sua geracdo como um subproduto inevitavel a partir da produgdo do combustivel
biodiesel. A cada 10 litros de biodiesel produzidos por transesterificagcdo de 6leos

vegetais ou gorduras animais, 10 litros de glicerol bruto é gerado (YAZDANI, 2007).

O tremendo crescimento da industria de biodiesel criou um excedente de
glicerol. Esta diminuicdo dos precos representa um problema para as industrias de
producao e refinagdo de glicerol, e a viabilidade econémica da propria industria do
biodiesel tém se colocado em situagdo preocupante (MCCOQY, 2005). O
desenvolvimento de processos para converter glicerol bruto em produtos de maior

valor €, claramente, uma necessidade urgente.

A utilizagdo de glicerol como matéria-prima em processos de fermentagdo tem
ainda outra vantagem: dada a natureza altamente reduzida dos atomos de carbono
no glicerol, combustiveis e produtos quimicos reduzidos podem ser produzidos a
partir dele, com rendimentos mais elevados do que os obtidos a partir de agucares

comuns, tais como a glucose ou xilose. Para realizar plenamente estas vantagens, o
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uso de fermentagbes anaerobicas € altamente desejavel (GONZALEZ, 2007;
YAZDANI, 2007).

Embora muitos microrganismos sejam capazes de metabolizar o glicerol na
presenca de oxigénio, poucos sdo capazes de metabolizar o mesmo em condigédo
anaerobica. O metabolismo fermentativo do gliceroltem sido relatado em espécies
dos géneros Klebsiella, Citrobacter, Enteribacter, Clostridium, Lactobacillus, Bacillus,
Propionibacterium e Anaerobiospirillum (MCCOY, 2005).

No entanto, o potencial de utilizagdo destes organismos a nivel industrial poderia
ser limitado devido a questdes que incluem patogenicidade, exigéncia de condi¢des
anaerobicas rigorosas, necessidade de suplementacdo com nutrientes ricos e
indisponibilidade das ferramentas genéticas e conhecimentos fisioldégicos

necessarios para a sua manipulagao eficaz (MCCOY, 2006).
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral
Produgao de AGV’s por fermentagdo anaerébica em meio contendo glicerol.

2.1.2 Objetivos especificos

Amostragem de amostras ambientais que apresentem microrganismos
anaerobicos capazes de metabolizar glicerol.

Preparar um meio de cultura anaerdbio viavel para o cultivo desses
microrganismos.

Realizar a identificacdo e quantificacdo da producdo de acidos graxos volateis

ao final da fermentacao.

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 O biodiesel

Ganhando espago no cenario de combustiveis e energias renovaveis o
biodiesel é obtido a partir de fontes biolégicas renovaveis, tais como 6leos vegetais e
gorduras animais. E biodegradavel e apresenta baixa emissdo de gases tdxicos,
além de apresentar vantagens muito interessantes, como a possibilidade real de
substituir grande parte dos derivados do petroleo.

O biodiesel é tipicamente produzido pela reacdo de transesterificacdo de
diferentes tipos de 6leos que, auxiliado por um catalisador, reagem quimicamente
com um alcool (metanol ou etanol), para produzir ésteres (biodiesel) e glicerol
(Marchetti etal., 2007).

Na figura a seguir é apresentado o fluxograma da produgao do biodiesel.
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Figura 1 - Fluxograma da produgéo de Biodiesel

A combustdo de derivados do petrdleo, do carvdo e gas natural, é
responsavel pela maior quantia de producéo de energia no cenario mundial atual. A
utilizacdo de derivados do petroleo como combustivel se estende desde o inicio do
século XX, em substituicdo a madeira (FERREIRA, 2010 apud MOTA, 2006).

Mas devido as questdes econdmicas (distribuicdo desigual no globo terrestre)
e ambientais (emissdo de carbono fossil), busca-se sua substituicdo por fontes

renovaveis e mais limpas.

O Biodiesel vem se destacando pelo seu potencial energético e queima limpa,
nao ser toxico e estar livre de compostos sulfurados e aromaticos, possuindo

potencial de substituir o diesel em qualquer uma de suas aplicagdes.

3.1.2 O glicerol
A producdo acumulada de biodiesel no Brasil, em 2015, bateu recorde historico
e atingiu 3.937 milhdes de litros, 15,1% a mais em relagéo ao total produzido no
mesmo periodo do ano anterior, que foi de 3420 milhdes de litros (APROBIO 2016).
Cerca de 10% de todo volume de biodiesel produzido resulta na produgéo de
glicerina. Ou seja, de cada 100 m® de Biodiesel produzido sera gerado 10 m® de
glicerina com um grande potencial poluidor sendo que atualmente ainda ndo ha

definida na Politica Nacional de biodiesel e com as fontes consumidoras do glicerol
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estdo limitadas (industria de cosméticos, de resinas, farmacéutica, téxtil, alimenticia)

a sobra deste elevado volume excedente é preocupante.

3.1.3 Uso do glicerol em substrato fermentagao

Espécies de bactérias como Clostridium, Escherichia coli, Bacillus subfilis,
Klebsiella, Shigella, Nocardia, Enterococcus, L. lactis, e espécies de Pseudomonas
apresentam canais facilitadores de glicerol que tem a fungdo de conduzir o glicerol
para acontecer a fosforilagao.

O glicerol comega a ser metabolizado ja na membrana celular, dependendo
das concentragdes e das condi¢bes de oxigénio, onde pode ser fosforizado para
glicerol-3-fosfato, ou catabolizado pela glicerol desidrogenasse (PASTERIS; SAAD,
2008).

3.1.4 Acido acético

O acido acético € um produto quimico organico importante produzido pela
carbonilacdo do metanol, oxidacao direta do etileno e oxidagcao em fase liquida do n-
butano. O acido acético também tem sido produzido a partir de etanol como vinagre
desde os tempos antigos pela fermentacdo do vinho e cerveja (THOMAS et al,
2013).

Recentemente, um crescente interesse em produzir acido acético a partir da
fermentacdo anaerdbica de recursos renovaveis, devido ao aumento da
produtividade do produto e redugéo dos custos de produgcao (THOMAS et al, 2013).

O &cido acético produzido pela fermentacdo pode ser utilizado para fabricar
acetato de calcio-magnésio de baixo custo, como um produto organico
biodegradavel nao corrosivo e como aditivo para unidades de combustdo a carvao

para controlar a emissao de enxofre (THOMAS et al, 2013).

3.1.5 Acido férmico

O acido férmico recebe esse nome pois a sua primeira obtencéo foi por meio da
destilacdo de formigas vermelhas (do latim formica = formiga), que injetam esse
acido carboxiico por meio de sua picada, causando uma dor intensa, inchaco e
coceira. Essa substancia é também encontrada em outros insetos como as abelhas
(DUCLAUX, 1892).

Em temperatura ambiente, ele é incolor, liquido, caustico, de cheiro forte e

irritante. Esse acido é usado como mordente, na produgcdo de mondxido de carbono,
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na producéo de acido oxalico, como germicida, como desinfetante, e na produgao de
outros produtos organicos (ASSOBHEI et al, 1998).

Atualmente, o acido formico € obtido por meio da reagdo entre mondxido de
carbono e soda caustica. Essa reagao € uma técnica similar a desenvolvida em 1855
pelo quimico francés Marcellin Berthelot. Diferentemente dos outros acidos
carboxilicos, o acido férmico possui o grupo funcional dos aldeidos, o que Ihe

confere a propriedade de agir como redutor (DU et al, 2008).

3.1.6 O acido succinico

O acido succinico, também conhecido como acido &mbar ou acido butanodidico,
€ um acido dicarboxilico tendo o acido formula de C4HeO4. Apds a sua primeira
purificacdo de acido succinico a partir de ambar por Georgius Agricola em 1546
(SONG and LEE, 2006).

O acido succinico pode ser utilizado na industria alimentar, farmacéutica e
agricola, precursor de muitos produtos quimicos de importancia industrial, incluindo
acido adipico, 1,4-butanodiol, tetrahidrofurano, N-metilpirrolidinona, 2-pirrolidinona,
sais de succinato e gama-butirolactona (KHAN et al., 2009 ; BEAUPREZ et al, 2010).

Atualmente, o acido succinico comercial é produzido principalmente pela forma
de processo quimico derivado de petrdleo, o que limita a utilizacdo de acido
succinico para uma vasta gama de aplicagdes devido ao alto custo de conversao.

No entanto, trabalhos recentes mostraram que a producdo de acido fermentagao
proveniente de fontes renovaveis e um gas com efeito de estufa, o CO2 poderia ser
mais Petroleo (JIANG et al., 2010). Muitos pesquisadores na literatura mostraram
produgcdo biotecnoldgica de acido succinico utilizando subprodutos como fonte de
carbono, tais como: cana-de-agucar melaco, glicerol.

Entre as suas principais aplicagdes destacam-se a preparacdo de solventes,
vernizes, perfumes, na fabricacao de tintas e corantes, plastificantes, poliésteres.

O polibutileno de succinato (PBS) € um bioplastico bastantes promissor
produzido através do acido succinico. Sua confeccao é feita pela polimerizagcao de
acido succinico e 1,4 butanodiol (DOMINGOS, 2016).

Na industria alimenticia, o acido é utilizado na produgcdo de bebidas como
refrigerantes, cervejas, etc. Ele serve como aromatizante e neutralizante, e €
produzido pela fermentagdo de carboidratos. Ja na industria de medicamentos, é

empregado na preparacdo de agentes que combatem a Ulcera e de protetores
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contra a radiagdo. Ele também é utiizado como um suplemento nutricional
(SCHIESARI, 2012).

3.1.7 O acido butirico

O acido butirico € um acido graxo de cadeia curta de 4 carbonos, usados em
industrias quimicas, alimentares e farmacéuticas. A principal aplicacdo de &acido
butirico esta na fabricacdo de acetato de butirato de celulose, que é utilizado para
producao de fibras téxteis. O acido butirico € também utilizado diretamente como um
aditivo as fibras para a resisténcia do calor e da luz solar.

A sua aplicagdo na producdo de produtos biodegradaveis Polimero b-
hidroxibutirato esta atualmente sob investigacdo. O butirato de calcio tem sido
utilizado em Curtimento de couro.

Os ésteres de acido butirico foram amplamente utilizados como aditivos
aromatizantes para aumentar a fragrancia na industria alimentar (ZIGOVA et al,
1999).

Varios derivados de &acido butirico sdo utlizados como farmacos
vasoconstritores, em anestésicos bem como para antioxidantes. A aplicagcao de
butirico no tratamento de hemoglobinopatias, cancer e doengas gastrointestinais é
bem conhecido, e medicamentos derivados do acido butirico tém sido amplamente
investigadas e algumas formulagdes estdo sendo desenvolvidas (HAMER et al,
2008).

Além disso, a adicdo de acido butirico a um processo de fermentagdo de
acetona-butanol-etanol (ABE) mostrou um aumento significativo do rendimento de
bio-butanol (YANG, 2009).

Atualmente, a produgcédo de acido butirico € dominado pela sintese quimica
com materiais de partida derivados de petroleo bruto (ZHU et al, 2004). Sintese
quimica de acido butirico é atualmente mais atraente devido ao seu baixo custo de
produgdo e fornecimento em larga escala.

Apesar de custo de producdo, o acido butirico obtido por fermentagao
microbiana €& frequentemente necessario para algumas aplicagbes especificas
(YANG, 2009).

Com a diminuigdo da oferta de petréleo bruto mundial, o aumento da oferta de
subprodutos da industria alimentar que podem ser utilizados para a producao de

acido butirico e o aumento de consumidores de produtos naturais organicos aditivos



19

alimentares, produtos farmacéuticos e conservantes, a produgdo de acido butirico
através de microrganismos fermentacdo gerou novamente um negdcio favoravel
(ZHU et al, 2004).

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Meio de cultivo
Tabela 1 — Composi¢ao do meio de cultivo

Composto Concentragao (g/L)
K2HPO4 1,7
KH2PO4 0,7

(NH4)2S 04 1

MgS04.7H20 0,1

CaCl2.2H20 0,01

CaCOs 1
Extrato de Levedura 0,5
Glicerina 10

Os ensaios de meio de cultura foram preparados em um erlenmeyer de 1000
mL tendo seus reagentes utilizados conforme a tabela 1. A metodologia adotada
para o preparo do meio de cultura foi a (CHATZIFRAGKOU et al., 2011).

Apbs o preparo do meio foi colocado em tubos de ensaio exatamente 6 ml do
meio, em atmosfera de CO2 conforme na técnica desenvolvida por Ralph S. Wolfe
durante meados dos anos 1970, que é referido como " a técnica de Balch "conforme
a figura 3 (Balch e Wolfe, 1976, Appl. Environ. Microbiol. 32:781-791; Balch et al,,
1979, Microbiol. Rev. 43:260-296).

4.1.2 Preparagao do meio anaerdébio
Os procedimentos para o crescimento do meio de cultura anaerdbico serao

baseados na técnica desenvolvida por Ralph S. Wolfe durante meados dos anos
1970, que é referido como " a técnica de Balch " (BALCH et al, 1976).

As duas partes cruciais da técnica consistem em realizar a remocéo de
oxigénio e com isso reduzir o potencial redox do meio de cultura pela adigao de um

agente redutor.
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A remocgao de oxigénio foi alcangcado por ebulicdo do meio sob um ambiente
sem presenga de oxigénio (atmosfera de COz2). O CO2 foi adicionado a um tubo de
parede espessa com uma solugcado de cobre aquecido a 150-200 °C. Conforme figura
2,3,4 e 5 a seguir (BALCH et al, 1976).

Figura 3 — Técnica utilizada para eliminagéo de oxigénio do meio
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Figura 5 — Volume de 6 ml de meio nos tubos

O bicarbonato foi adicionado a uma temperatura de 85°C e cisteina a 65 ° C
como agentes redutores para diminuir o potencial redox do meio. Apos naturalmente
resfriado até a temperatura ambiente, o meio foi distribuido em tubos de ensaio de

15ml sob atmosfera de CO2 e autoclavado conforme a figura 4.

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio 15ml, com um
volume trabalho de 6ml , selados com tampas autoclavaveis com rolha de borracha

e incubada em uma estufa 37°C conforme figura 5.
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As culturas foram mantidas nestas condi¢gdes durante 1 semana, em
seguida, inoculada em um novo meio. Cada nova cultura sera chamado de

"Geracao" .
4.1.3 Bioprospecgao

Foi realizada uma bioprospec¢ao de consércios de microrganismo capazes de
produzir AGV’s a partir de glicerol. Esses consorcios serdo bioprospectados de
ambientes que sustentam o crescimento de microrganismos anaerdbios, tal qual

solo, dejetos de animais.

Foram testados no total 5 consorcios: dejetos de arara retirados do zoolégico
de Toledo, conteudo estomacal de boi, conteudo estomacal de porco, solo do viveiro

de araras, solo do bosque do zooldgico.

4.1.4 Medicao de gases

Foram bioprospectados 500mg de cada consoércio em 5 tubos separados (um
com cada consoércio), em atmosfera de CO2, estes tubos permaneceram durante 7

dias em estufa a 37°C.

No sétimo dia é feito a medicdo de gas da geragdo com uma seringa de
20mL. Introduzindo ela a partir do septo de borracha do tubo, a pressdo de gas é

transferida para seringa sendo possivel realizar a medigao.

No sétimo dia é feito uma inoculagdo que consiste em retirar 1mL do tubo do
estudo e passar para um novo tubo formando assim uma nova geragao, no trabalho

realizado foram no total de 7 geragdes.

41.5 HPLC

A anadlise dos produtos de fermentagéo foi realizada em cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia, marca Thermo Scientific, modelo ULTIMATE3000, equipado com
detector UV-VIS. A coluna usada sera uma C18 de fase reversa da marca NST
(125mm x 4,0mm x 5um).
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A analise de AGV'’S foi conduzida na seguinte condigao: mistura de metanol e
agua purificada na proporgao respectivamente (10:90) e ajustado o pH para 3,0 com
acido cloridrico como fase movel, vazao de 1,0mL/min e leitura a 210nm (EMPTAGE
et al, 2000).

5.1 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram feitas sete geragdes de cada um dos cinco consorcios testados. O
acompanhamento da producdo dos mesmos foi feito a partir da medigao do gas
no sétimo dia de fermentagdo, tendo como resultados os dados expostos no

grafico a seguir.

O grafico 1 mostra a quantidade de gas produzido de cada geragao. A partir
da quinta geracgdo, observa-se que ha uma estabilidade maior dos resultados,
mostrando que os consércios tendem ao equilibrio. Na primeira geragao o
consoércio de dejetos de arara teve uma boa produgdo, mas quando replicado
parou de produzir, com isso o consorcio ndo se mostrou interessante para o

estudo e foi retirado das replicagcbes seguintes.

Producao de Gas

14

12

4
N ‘ ” ‘
. 1 i i

12 Geracdo 22 Geracdo 32 Geracdo 42 Geracdo 52 Geracdo 62 Geracdo 72 Geracao

=
=]

Volume (mL)
(=]

mBoi mPorco mSolodeArara Solo do Bosque Dejetos Arara

Grafico 1 — Produgéo de gas



Conforme anexo 1

(Cromatograma de

linha de base),
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percebe-se a

confirmagéo da interagcdo da fase movel, ndo gerando nenhum pico que afete ou

comprometa algum dado.

Tabela 2 — Padroes utilizados no trabalho

Padréao 0,75 g/L Padrao 1,5 g/L Padrao 3,0 g/L
Nome do Area Amount Area Amount Area Amount
Pico (mAU*min) (g/L) (mAU*min) (g/L) (mAU*min) (g/L)
Ac. 13,741 0,8565 24.679 1,5383 47,396 2,9543
Férmico
Ac. Latico 11,303 0,8235 21,063 1,5347 40,683 2,9643
Ac. Acetico 7,652 0,7748 14,914 1,5101 29,518 2,9887
Ac. 8,893 0,827 16,939 1,5752 31,649 2,9431
Succinico
Ac. 7,381 0,7402 14,882 1,4924 29,978 3,0062
Butirico

Para realizar a identificagdo e quantificacdo dos AGV’s produzidos foram
preparados padrées de acido latico, acido formico, acido butirico, acido acético e
acido succinico, ambos sendo preparados em trés concentragdes de 3,0g/L, 1,5g/L e
0,75g/L. Os resultados obtidos foram ilustrados na tabela 2, e seus dados foram
retirados dos anexos 2, 3 e 4 (Cromatograma do padrao 3g/L; Cromatograma do

padrao 1,5g/L; Cromatograma do padrao 0,75g/L).

Os resultados obtidos dos padrdes nas concentragdes de 1,5g/L e 3,0g/L
foram satisfatérios, mostrando uma robustez na capacidade de deteccdo do
cromatografo utilizado. Porém na concentragdo de 0,75g/L o equipamento mostrou
uma defasagem na capacidade de deteccdo, onde os resultados obtidos com
concentragao inferiores possuem um pequeno desvio do seu valor verdadeiro.

Os padrdes utiizados no preparo da curva de calibragcdo tém suas

informacgdes ilustradas na tabela 3.




Tabela 3 - Pureza dos padrdes
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Padrao Fabricante Pureza (%)
Acido Lético SIGMA 85,0
Acido Acético SIGMA 99,7
Acido Butirico SIGMA 99,0
Acido Succinico SIGMA 99,0
Acido Férmico SIGMA 95,0

Também foi analisado a

linearidade da curva dos padrbes nas trés

concentragdes obtendo um r2 0,999, onde mostra que a curva dos padrdes é linear

ilustrado na figura 6.

50
a5
40
35
30
25
20
15

UNIDADES PORAREA (MAU)

10

0,0000 0,5000

CURVA DE CALIBRACAO

R?=0,9999

1,0000 1,5000 2,0000 2,5000

CONCENTRACAO (G/L)

Figura 6 — Curva de calibracao

3,0000 3,5000

Analisando os Cromatogramas ilustrado nos anexos 5, 6 e 7 (Cromatograma

da amostra de porco; Cromatograma da amostra de boi; Cromatograma da amostra

do solo de arara), pode-se afirmar que o método utilizado conseguiu identificar e

quantificar acidos graxos volateis (AGV’s) presentes nas amostras produzidas pelos

consorcios.
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Observou-se a formagao de um pico nao identificado em aproximadamente 8
min, que se repetiu ao se refazer os padrdes. Os padroes foram injetados
isoladamente (resultados ndo mostrados), e este pico ndo apareceu. Suspeita-se
que deve haver uma interagdo do diluente com todos os padrdes juntos, ou a coluna
que estava com alguma sustancia retida. Todos os picos ndo formaram um apice
tendo pior caso o acido butirico, que em sua assimetria explicada ndo tem acesso na

universidade a coluna especifica para acidos graxos.

A fermentacdo anaerdobica da amostra de conteudo estomacal de porco teve
como destaque a producdo de acido latico (1,17g/L) e acido aceético (0,8866g/L)
(Anexo 5 — Cromatograma da amostra de porco), porém em quantidades
relativamente baixas. Identificou-se também a producdo de pequenas quantidades
de acido férmico, succinico e butirico. No cromatograma observa-se também a

presenca de alguns picos desconhecidos, que podem ser outros tipos de AGV.

No Anexo 6 (Cromatograma da amostra de boi), mostra que a amostra do
consorcio de boi produziu os AGV’s em baixas concentragdes 0 que o torna pouco
interessante. Esperava-se que este consorcio fosse um dos maiores produtores,
uma vez que ha uma comunidade anaerdbica muito grande no estdmago de
ruminantes, porém o meio contém glicerol o qual ndo faz parte da dieta do animal. A
fermentacdo com a amostra obtida do solo de criadouro de araras resultou na
produgdo de acido butirico e acético, com concentragdes significativas de acido
latico e succinico (Anexo 7 — Cromatograma da amostra do solo de arara). Esta
mistura de AGV dificulta sua aplicagdo em um processo industrial por onerar a etapa

de purificacao.

No Anexo 8 (Cromatograma da amostra do solo do zooldgico) temos o resultado
mais promissor com produgcdo de acido succinico e acido acético em grandes
quantidades. Este consércio se mostra com o maior potencial dentre os avaliados,

para a conversao do glicerol em novos produtos via fermentagado anaerdbica.

A tabela 3 ilustra os resultados de todos os consércios, no qual o consorcio do
solo do bosque se destaca fortemente em relagdo aos outros resultados. Dos 10g/L

que foi fornecido no meio de glicerol foram 6g/L (3 de acido succinico e 3 de acido
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acético) convertidos em produtos com alto valor comercial, onde mostra todo o

potencial do meio analisado.

Contetido Estomacal Conteuido
Solo do Bosque | Dejetosde Arara do Boi Estomacal do Porco
Nome do Area Area Area Area

Pico | mAU*min Amount mAU*min Amount mAU*min Amount mAU*min Amount

,Ac'. 2,24 0,1396 0,83 0,0518 2,201 0,1372 3,403 0,2121
Foérmico

LéAt(i:;:o 7,44 0,5421 5,529 0,4029 4,843 0,3528 16,089 1,1723

Ac: 32,908 3,332 7,645 0,7741 0,196 0,0198 8,757 0,8866
Acetico

A-c " 36,194 3,3657 5,911 0,5497 1,124 0,1046 3,497 0,3252
Succinico

A‘c.‘ Na na 9,979 1,0007 9,16 0,9186 1,919 0,1924
Butirico

Tabela 4— Resultados das amostras

6.1 TRABALHOS FUTUROS

Com os resultados discutidos anteriormente proponho que, para conseguir
resultados melhores, é necessario trabalhar e realizar uma cromatografia com
coluna especifica para acidos graxos, ou fazer cromatografia gasosa, tendo em vista
que a coluna usada possui parametros que podem ser melhorados, como uma
melhor separagdao dos picos e uma melhor assimetria dos picos. Isto pode ser
melhorado com uma coluna especifica para AGV’S juntamente com variacbes na

fase movel.

Segundo (TAVARES ET AL,2015) a produgédo do 1,3 propanodiol deve ocorrer
com controle do pH para evitar que sua via metabdlica seja deslocada para a
producdo AGV’S. Como nao foi possivel fazer o controle de pH pois o volume de
trabalho de 6mL impossibilita esse fator, logo, para realizar o controle do pH, seria

necessario o uso de reator anaerébico e um volume de trabalho maior.

Dentre os consorcios microbianos estudados, aquele prospectado do solo do
bosque do zooldgico apresentou os resultados mais interessantes visando a

produgdo de biomoléculas de alto valor agregado a partir do glicerol.
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Ainda, sugere-se realizar estes experimentos utilizando um residuo bruto
vindo de uma usina de biodiesel para se comparar com os resultados aqui obtidos
(meio sintético), avaliando-se o efeito de contaminantes da produgéo de biodiesel

(como metanol ou etanol, por exemplo) no metabolismo desses consorcios.
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CONCLUSAO

Os consorcios analisados juntamente com as condigbes do meio usando
glicerol como principal fonte de carbono, mostram resultados satisfatérios,
principalmente o consércio bioprospectado do solo de bosque, onde o mesmo
produziu produtos de alto valor industrial, justificando um apelo para sequéncia da

pesquisa sobre esse consorcio por se mostrar muito promissor.

O método de cromatografia de alta eficiéncia atendeu os obijetivos, sendo
robusto e linear para realizar a identificagdo e quantificacdo de acidos graxos

volateis.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tomando de ponto de partida a problematica em relagdo ao residuo gerado
pela fabricagcdo do biodiesel sem ter como o mercado atual absorver todo esse
residuo (glicerol), a proposta futura de solugao deste trabalho é utilizar o glicerol
juntamente com um consércio de microrganismos capaz de fazer a transformagao do
glicerol em AGV’s e torna-lo um produto com rentabilidade industrial e também

ambiental.



ANEXOS

ANEXO 1 - CROMATOGRAMA DA LINHA DE BASE
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[Chromatogram

7 001 T TCC Anderson-AGY #1 TCCANdarson-agy U WIS 1 WWL210 nm
] T o e
5,00 L
5.00]
o /
2 ]
E /
= i
£ 3.00
E T __.a-"/
g
2 200 /
] F/,.-f"'-
"'Cl::l-
1
noo[”
«1,00 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 2.0 4.0 64 8.0 10,0 12.0 14,0 16,0 180
Time [min]
Integration Results
Mo,  [Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL"min mAall ] b
na. | Ac Formico n.a. n.a. na n.a. n.a. n.a.
na  |Ac Latico n.a. n.a. n.a m.a. na. n.a
na.  |AcAcetico n.a. n.a. na n.a. n.a. n.a.
na | Ac Succinico n.a. n.a. n.a n.a. na. na.
n.a. | Ac Bufirico n.a. n.a. na n.a. n.a. n.a
Total: 0,000 0,000 0,00 0,00




ANEXO 2 - CROMATOGRAMA DO PADRAO 3g/L
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| Chromatogram |
200 & TCGC Anderson-AGY &7 [manpulated) padrad 3gi UV WIS 1 WWL:210 nen
B0 1 - Ag Farmica - 1,259
5004
= 400 12 - Ac Labco - 1,685
T -
y 4
g 300
= . 113 - Ac Aoatico - 1,752
= 4
E -
< 200+ rr-ﬁ-l;slmr—m-z:w
ol
4 5 - g Butinco - 12 585
; UL !
o SN — Pt .
-1':'ﬂ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0a 20 4.0 6.0 a0 10,0 120 140 15,6
Tiime [imif]
| Integration Results
Mo Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min AL min AL % %
1 ﬁ.c Farmico 1.259 47,386 576,483 26,45 40,20 2.89543
2 Ac Lafico 1.685 40,683 370 B4 2270 2847 20643
3 Ar Acetico 1,782 28,518 260,832 16.47 i8.18 2 oEHET
4 A.c Succinico 2489 31,649 184,582 17,66 12,89 2,843
il Ac Butinco 12,586 28878 32,151 168.73 .24 3.00462
Total: 179,223 1434,012 100,00 100,00




ANEXO 3 - CROMATOGRAMA DO PADRAO 1,5g/L
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[Chromatogram |
950 & TCGC Anderson-AGY 89 [manipulated) padrano 1,591 UW_WIS_1 WvL:210 nm
300 1 - &g Farmica - 1,279
250]
2W: £-ACLaboo - 1,672

=Rtk

£ ]

2 150
- A 3 - e Acaticn - 1,805
o ]
E ]
= 400 H 14 - A Succinico - 2524
50 ] | |
] U | 53702 A% e 17 - Az Butrics - 12,448
! § | |5 - 27 ,
0] JI b LLE 5&‘\ | [ i
-5‘:‘: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 20 4.0 8.0 8.0 0.0 120 4.0 16,0 180
Timne [min]
Integration Results
Mo,  |Peak Name Retention Time Area Heighit Relative Ares Relative Height | Amount
i mAL"min ma L % k]

1 Ac Farmico 24879 00,534 23,86 38,80 1.5383

2 Ao Latico 21,063 186,119 20,38 25,38 1.5347

3 Ac Acefico 14,814 135,388 1442 17.52 15107

. Ac Succinico 16,832 2415 18,38 1274 1.5752

5 0,820 6.534 028 0,85 n.a.

&} | BETT 18,373 Q.65 251 n.a.

T Ac Butirico 12,448 14,882 18412 14,28 212 14524

Total: 103,444 772,175 100,00 100,00




ANEXO 4 - CROMATOGRAMA DO PADRAO 0,75 g/L
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[Chromatogram
480 ; TCC Anderson-AGY 88 [manipulabed)] padrad 0,730 U WIS 1T WYLZ10 nm
"EEEIE 9 - Az Farmico - 1 279
125
100 ] )
] £ - Ac Labco - 1,672
=
<
£ Mg
g ] 13 - Ac Acatico - 1,812
S 50
2 1 14 - A Succinico - F 479
Fu=]
= ]
25: ‘ |
0 u | | 15 - hrs Butirien - 12545
: —"‘JIIL/ —'-Ir L-'_'r"\ _/llf\q"'\. -
25
dﬂ: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 20 40 6.0 a0 mno 12,0 14,0 15,0 18,0
Tirme [min]
Integration Results
Mo, |Peak Mams Retenticn Time Bres Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL" min mAL % %
1 .Pu:: Fommico 1272 13,741 165,018 28,06 4117 0.8565
2 Ac Latico 1,672 11,302 102,168 23,08 25492 08235
3 A Acetico 1812 T.B52 71,508 14,83 1764 07748
4 Ac Succinico 2478 8,893 53.081 18,18 13,24 D0.8270
5 Ac Butirico 12,5468 T.A81 2.0411 1807 2,24 0.7402
Tokal 48 9T0 400 815 100,00 100,00




ANEXO 5 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE PORCO

35

[Chromatogram |
150 T TCC Andercon-AGY @6 [manipulaied] Forco U WIS 1 WhWL-210 nn
] 3- Ao Labco - 1,539
150
125 ]
= 100]
E ]
m 1 14 - Ac Acabco - 1 865
E ?Ej i i
- 52325
=z _ ]
501 | zH{ A Febmuco - 1.252 57'5352
] | | | | I"'I
25] 1 I| { | |6 - Ar Succinico - 2 465 |
AT i
] it |'J\ I f o\ __1E - Az Butifeo -
|:|: ] _.‘:r-u\__. — L | ; —: - [ i B_Ng\,_
20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0o 2.0 4.0 5.0 8.0 10,0 120 4.0 16,0 16,0
Time [min]
| Integration Results
Mo, Peak Mame= Retention Tine Area Height Relatve Area Relative Height Amount
min mAL min ma Ll ¥ ]
1 [ 1,178 2,187 24,880 .80 14,40 mM.a.
2 Ac Formico 1.252 3403 T 831 4,54 2,24 02121
3 Ao Latico 1,538 16,089 144,853 21,82 32,10 1.1723
4 Ao Acetico 1,865 B, 757 70,831 1183 15,70 082086
5 2325 B.108B 54,178 11.086 12,00 M-a.
L] Ac Succinico 2.585 3.487 18,040 477 422 03252
7 | 5352 16,082 42,850 21,89 .48 noa.
8 Ac Butinco 12,832 1,818 2,885 282 58 01924
2] 14272 13,338 14414 18,18 3,18 n.a.
Total 73,370 451,280 100, 00 100,00




ANEXO 6 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE BOI
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[Chromatogram
B0 - 5 TCC Anderson-AGY 85 [manipulated] Boi L WIS 1 WAYLZ10 nm
=0 ] |4 - Ac Lanca - 1 545
] - ELEb
30,04
50,0
2
E, 40,04
] ] cF 5
E g £ -"u,q.lilﬂ"lw 192
€ 004
) ] 110 - v Butineo - 12 485
Ee ] x/'\lII
20,04
1 .v- - Ac Acotico - 1,805 "\
1 |E\- 4,238 > .
100 ',4 \T 16+ e Succinich. 2,325
] [ ¥ ;‘rVL'w 298] | 5-5d72
o0 r -- L.L"‘.“n..'__ - — o
: !ﬂ'ﬂ: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 20 4,0 6.0 840 0o 20 14,0 15,0 Ba
Tirme [min]
Integration Results
Mo Peak Mames Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min AL min Al % %
1 . 0,825 8.024 41,6828 268,18 3212 na
2 A Formica 1,182 22M 30,245 713 15,76 0,1372
3 1,425 LI 18,676 3,60 8,68 n.a
4 As Latico 1.545 4,843 51,8608 15,68 258,80 0.3528
7] Mﬂnefmu 1.B05 0,186 3,614 0,63 1.88 00988
a8 Aie Suceinico 2,325 1,124 3,385 3,64 1,78 D, 1048
7 2888 0,370 2,174 .20 1.13 n.a
8 4,238 2725 11,078 882 5,77 na.
8 I 5472 1.071 2150 347 1.12 na
10 Ar Butirico 12486 9.160 8,312 20,86 4,85 09188
Taotal: 30,885 191,870 100,00 100 30




ANEXO 7 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE SOLO DE ARARA
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[Chromatogram
1700 T TCC Andarson-AGY 82 [manipulaled) Terma U WIS 1 WWL:210 nm
1O 4
B0
5 ]
T 600
5 i
¥ J
£ 4]
5 4
£ 4 1- 1478 Ac foetco - 1 920
< 4 rlﬁ - g Succinico - 2405
200 ﬁ
e |ﬁ Theah 13@
oq— ——
200 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
040 20 4,0 .0 8.0 oo 12,0 0 16,0 18,0
Tirme [min]
Integration Results
Mo Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
mim mAL"min mALl b, %
1 : 1,178 4,341 187,840 522 2221 n.a.
2 Ac Formico 1,318 2,240 33,385 2,60 3,95 0.1288
3 Ar: Latico 1.585 7440 77488 B85 g.1a 0.5<421
4 Ac Aceticn 1,832 32808 285172 30,50 M4 .EB2 33320
3 Ac Succinico 2405 36,184 252,083 4354 28,78 33857
na. | Ac Butirco na n.a. na n.a. n.a. n.4a.
Total B3, 123 846 DET 100,00 100,00




ANEXO 8 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO SOLO DO ZOOLOGICO
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[Chromatogram |

5000 3 TCC Andarson-AGY 84 [manipulabed)] Piagsan UN_WIS_1 WWLZ10 mm

11 -0z

750

£2,5] 4 - Ac ficetico - 1,972
%‘ 50 ’JE 12-M o ditihica - 2338
..E:. 1
g 9751 |'! 1 A lLatico - 1,562
5 ]
- M

25,0] | |

" ] H\ | | | | B - &g Butinco - 11 966

i 2.5: k1 ]u N " ~.

| . T 3B aane an
o0dl— _qh"H"L{Lr R e
-1 Dﬂ: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
oo 2.0 4,0 5.0 B.0 10,0 120 4.0 6,0 18,0
Tirne [min]
Integration Results
Mo, |Peak Name Retention Time Area Height Relative Arsa Relative Height |  Amount
min mAL"min mAL % %

1 0,832 10,287 78,383 24684 3248 n.a.
2 Ac Farmico 1,178 0830 33,364 180 13,82 0.0518
3 Ac Latico 1.582 5,528 22,2684 1324 B22 04028
4 Ac Acetico 1,872 7645 51578 1831 2137 0.F741
5 Ac Succinico 2,338 5811 40,750 14,16 16.88 05487
3] 3.825 0,653 3.200 1.58 1.33 n.a.
T ; 4,608 0813 3,186 210 1.32 n.a.
=] A Butirico 11,968 p.g7Ta B.880 23,80 3,60 1.0007
Total: 41,748 241,393 100,00 100,00
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